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は Keap1 は転写因子 Nrf2 を分解しその機能を抑制するが、 Keap1 がストレスを感知すると、 Keap1
は不活化され Nrf2 分解は停止し安定化した Nrf2 が核内に蓄積し一群の抗酸化・解毒遺伝子を活性
化する。 Keap1 には多数のシステインが存在し、多くの Nrf2 誘導剤は直接 Keap1 のシステイン残基
に作用することで Keap1 を不活化し Nrf2 抑制を解除すると考えられる。特に Keap1 の 151 番目のシ
ステイン残基 (Cys151)はいくつかの Nrf2誘導剤と反応性が高くストレス感知に重要と報告されてい
る。一方で Nrf2 誘導剤の化学構造の共通性は低く非常に多岐にわたり、その化合物によって修飾さ
れる Keap1 のシステイン残基が異なることから、 Keap1 はストレス刺激によってその感知メカニズム
を使い分ける“マルチストレスセンサー"仮説が提唱されている。これまでストレス感知機構の解
析は主に試験管内反応あるいは培養細胞等を用いた過剰発現実験が主であった。しかし、これらの
実験系では Keap1 と Nrf2 の量比によって大きく影響を受け結果が左右されること、また培養細胞の
内因性 Keap1 の影響を排除できないことが問題点としてあり、より生理的条件下における検証が必
須であった。そこで、生体内に近い環境下において Cys151 の必要性およびストレス感知機構の多様
性を検証するため、 Cys151 をセリンに置換した C151S 変異体を野性型 Keap1 の替わりに発現する遺
伝子改変マウス由来の MEF 細胞を用いて、様々な Nrf2 誘導剤に対する Nrf2 核内蓄積レベルおよび
その標的遺伝子群の活性を調べた。まず、これまで Cys151 の重要性が報告されている tBHQ につい
て C151S 発現 MEF を用いて検討を行ったところ、 Nrf2 核内蓄積およびその標的遺伝子の活性化が野
生型に比べて著しく低下し、 tBHQ による Nrf2 活性化に Keap1 Cys151 が必須であることが本実験系
によって明確に示された。この系を利用し、 Nrf2 誘導剤である DEM、 SFN、 15d-PGJ2、エブセレン、
塩化カドミウム、 OA-N02 、 DMF、 CDDO-Im に関して検討を行った。その結果、過去の報告と一致し、
DEM および DMF は Nrf2 活性化に Cys151 が必須な誘導剤であり、 15d-PGJ2、塩化カドミウムおよび
OA-N02 は Cys151 を必要としない誘導剤に分類されることが明らかになった。一方、これまでの報告
では Cys151 の必要性について結論の得られていなかった SFN について検討を行ったところ、 Cys151
が必須であることが本解析で明確になった。また、エブセレンおよび CDDO-Im による Nrf2 活性化に
は過去の報告とは異なり Cys151 が必要ではないことも本研究によって明らかになった。これら MEF
を用いた解析結果は、腹腔マクロファージを用いた解析においても一致する結果が得られた。さら
に、 Cys151 を介した Nrf2 活性化の生理的重要性を検討するために、酸化ストレス防御効果に与える
影響を調べた。その結果、 SFN 前処理による酸化ストレス防御作用は、野性型 Keap1 発現細胞で観察
されるものの C151S 発現細胞では失われたことから、 SFN による Nrf2 を介した酸化ストレス防御に
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ため、 Cys151 をセリンに置換した C151S 変異体を野性型 Keapl の替わりに発現する遺伝子改変マウス由来の
MEF 細胞および腹腔マクロファージを用いて、様々な Nrf2 誘導剤に対する応答を調べた。
その結果、 tBHQ、 DEM、 SFN、 DMF については Nrf2 核内蓄積およびその標的遺伝子の活性化が野生型に比べ
て C151S 発現細胞において著しく低下し、これらの物質による Nrf2 活性化に Keapl Cys151 が必須であること
が本実験系によって明確に示された。一方 15d-PGJ2、塩化カドミウム、 OA-N02、エブセレン、 CDDO-Im につい
ては Cys151 を必要としない誘導剤に分類されることが明らかになった。さらに、 Cys151 を介した Nrf2 活性
化の生理的重要性を検討するために、酸化ストレス防御効果に与える影響を調べた。その結果、 SFN 前処理に
よる酸化ストレス防御作用は、野性型 Keapl 発現細胞で観察されるものの C151S 発現細胞では失われたことか
ら、 SFN による Nrf2 を介した酸化ストレス防御に Keapl Cys151 が重要であることが示された。
以上の解析より、 Nrf2 活性化に Cys151 が必須な誘導剤と必要としない誘導剤に分類できることをより生理
的な解析系確立によって明らかにした。
本研究は、幅広い多様なストレス刺激に応答する Keapl-Nrf2 システムの分子基盤の一端を明らかにするも
のであり、今後の生体におけるストレス応答の解析を行う上で有意義な知見をもたらした。よって本論文は博
士(医学)の学位論文として合格を認める。
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